急性淋巴细胞白血病(ALL)是儿童时期最常见的恶性血液系统疾病。随着化疗药物及方案的改进，儿童ALL的长期无病生存率已超过85%，但仍有10%\~15％的ALL患儿表现为难治或复发，并成为儿童ALL死亡的主要原因之一[@b1]。针对复发及难治性白血病的免疫治疗是近年来研究的热点。嵌合抗原受体(chimeric antigen receptors, CAR) T细胞因为具有不依赖于主要组织相容性复合物(major histocompatibility complex, MHC)的特异性杀伤肿瘤细胞的特点受到了广泛关注，并初步应用于临床，取得了较好的疗效。

病例资料 {#s1}
========

患儿，女，11岁。2010年12月15日以"间断发热10余天，骶尾部及颈部疼痛10 d"起病，于当地医院就诊，当时查体：肝肋缘下3 cm，脾肋缘下4 cm；血常规：WBC 8.89 × 10^9^/L，HGB 109 g/L，PLT 69 × 10^9^/L；骨髓象：原幼淋巴细胞0.895，符合ALL-L~2~；免疫分型：B淋系表达；染色体核型：46，XX；融合基因TEL-AML1阳性。确诊为B-ALL。按CCLG-ALL2008方案[@b2]进行化疗，泼尼松反应敏感，但第15天骨髓象显示原幼淋巴细胞占0.315，故调整至中危组规律化疗27个月，期间骨髓持续完全缓解(CR)，但监测TEL-AML1融合基因持续阳性。维持化疗结束后1个月患儿出现骨痛伴发热，血常规示轻度贫血，骨髓象：幼稚淋巴细胞占0.580，提示复发；免疫分型：符合普通型B-ALL表型，表达CD10、CD19、TdT、cCD79a、HLA-DR、CD58、CD22、CD13、CD123；TEL-AML1融合基因阳性，染色体核型：46, XX, del(9)(q32), add(11)(q23), add(15)(q26)\[1\]/47, XX, +1\[1\]/50, XX, +4mar\[1\]/46, XX\[7\]。给予环磷酰胺、去甲氧柔红霉素、培门冬酶、大剂量甲氨蝶呤、长春新碱等联合化疗，并应用实时定量聚合酶链反应(RQ-PCR)监测微小残留病(MRD)。化疗2个月时骨髓达CR，TEL-AML1融合基因水平降至0.014%，行亲缘半相合异基因造血干细胞移植(allo-HSCT)(父供女，HLA3/6相合)治疗。移植后5个月时TEL-AML1融合基因水平升高至0.340%，先后给予大剂量阿糖胞苷及培门冬酶、大剂量甲氨蝶呤化疗及供者淋巴细胞(DLI)回输治疗后TEL-AML1融合基因转阴性，但患儿出现丙氨酸转氨酶、天冬氨酸转氨酶、转肽酶持续明显升高，伴双肺真菌感染及中-重度营养不良。移植后13个月患儿TEL-AML1融合基因再次阳性，且基因水平由0.0095%升高至0.170%，骨髓嵌合状态仍为完全供者型。故采集供者外周血T淋巴细胞，通过慢病毒载体将CAR结构片段(anti-CD19 scFv/CD28/CD137/CD27/ζ-iCasp9)转染进入T细胞，并进行体外扩增。患儿经去甲氧柔红霉素及环磷酰胺预处理后，输注抗CD19的CAR-T细胞1×10^6^/kg。输注后第5\~9天出现间断发热、轻度低血压、散在充血性皮疹等表现，予多巴胺、多乙酰氨基酚及抗过敏治疗后好转。输注后第14天及第37天复查骨髓TEL-AML1均阴性，流式细胞术检测提示骨髓中未见CD19阳性B淋巴细胞。输注后第63天骨髓流式细胞术检测发现0.002％细胞表型异常，TEL-AML1融合基因再次阳性，水平达0.110%。于第84、132、203天又予输注供者来源抗CD19 CAR-T细胞3次，每次输注细胞(0.83\~1.65)×10^6^/kg，患儿骨髓持续CR，TEL-AML1持续阴性。移植后20个月患儿骨髓TEL-AML1融合基因再次升高至0.180%，骨髓流式细胞术检测提示微量细胞(\<0.004%)表型异常，且仍为CD19阳性表达。于第1次输注后第265天及第321天再次分别输注供者来源抗CD19 CAR-T细胞3.39×10^6^/kg和3.47×10^6^/kg，但患儿外周血TEL-AML1基因仍进行性增高。至移植后26个月患儿骨髓复发死亡。

讨论及文献复习 {#s2}
==============

一般情况下，机体的免疫系统对肿瘤细胞有着重要的免疫监视和杀伤作用，其中主要的效应细胞是CD8阳性的细胞毒性T淋巴细胞(Cytotoxic t-lymphocytes, CTL)。CTL的活化要求CD8分子特异性识别自身HLA-Ⅰ分子，而肿瘤细胞的HLA-Ⅰ分子表达通常是下调的，这是肿瘤免疫逃逸的重要机制之一。allo-HSCT主要是通过供受者之间MHC和次要组织相容性抗原系统(minor histocompatibility antigen, mH)的不相合介导供者细胞识别杀伤受者细胞，即移植物抗白血病(graft versus leukemia, GVL)作用。本例B-ALL患儿经allo-HSCT后仍然出现复发，而且allo-HSCT后化疗以及DLI未能达到理想效果，提示通过MHC/mH机制的GVL作用已经耐受。而CAR-T细胞能够以非MHC限制的模式直接识别肿瘤相关抗原或者肿瘤特异性抗原，介导细胞表型特异性杀伤作用。

CAR的结构一般是由胞外单链可变区(single chain variable fragment, scFv)、铰链、跨膜区以及胞内信号传导域四部分组成[@b3]。scFv将针对肿瘤抗原特异性抗体的抗原识别区的重链和轻链通过一个多肽序列连接起来，能够以非MHC限制的模式直接识别肿瘤相关抗原或者肿瘤特异性抗原，并通过胞内信号域传导信号、活化效应T细胞。铰链区通常来源于CD8或IgG分子，起到连接scFv与跨膜区的作用，可影响scFv的灵活性，从而影响其与肿瘤相关抗原之间的相互作用。跨膜区可来源于同一分子或为1型跨膜蛋白，如CD4、CD8或CD28。胞内信号域通常来自T细胞受体的信号CD3的ζ链或免疫球蛋白Fc受体的y链。通过基因工程技术将这四部分拼接后，可通过逆转录病毒或慢病毒载体、转座子或转座酶系统或电穿孔方法转染到T细胞，从而使T细胞成为具有特异性识别抗原特异性的CAR-T细胞，在细胞因子刺激下经体外扩增后再过继输注给患者。

为了扩大ζ链的信号转导作用，促进CAR-T细胞在体内的持续扩增，研究者们又在胞内信号域加入了CD27、CD28、CD134、4-1BB、ICOS等共刺激分子。根据胞内信号域中是否包含共刺激分子以及共刺激分子的数量，CAR被人为分为第一代、第二代及第三代[@b3]--[@b4]。第一代CAR-T细胞由于缺乏扩增活性，输注后几乎未显示出抗肿瘤的活性。目前广泛应用于临床试验的大多为第二代及第三代CAR。

CAR-T细胞的特异性主要依赖于scFv所针对的肿瘤抗原。CAR的设计中应尽可能选择在肿瘤细胞表面广泛表达而在正常细胞表面不表达或少表达的抗原，同时考虑其靶向杀伤正常细胞后可能出现的不良反应在可接受的程度[@b5]。科学家们针对B细胞肿瘤设计出了以CD19、CD20、CD22等为标靶的多种CAR，并开展临床试验。其中针对CD19的CAR应用最为广泛，病例数最多，疗效也最为可靠。近年来，对于急性髓系白血病的CAR-T细胞治疗也开始起步，如CD33、CD123等抗原也开始了临床及临床前试验[@b6]--[@b8]。

CD19广泛表达于正常B细胞及大多数B细胞肿瘤，包括慢性淋巴细胞白血病、B细胞非霍奇金淋巴瘤及B-ALL。在这类B细胞恶性肿瘤的治疗中，CD19 CAR-T细胞显示了明显的抗肿瘤活性。

2013年Brentjens等[@b9]首次报道了应用CD19 CAR-T细胞治疗5例复发成人B-ALL患者，均获得了CR，MRD转阴性。同年，Grupp等[@b10]首次报道应用CD19 CAR-T细胞(CTL019细胞)治疗2例经allo-HSCT治疗后复发及难治性前B-ALL患儿，初步证实了CAR-T细胞治疗儿童B-ALL的安全性及有效性。2例患儿分别输注1.2×10^7^/kg及1.4×10^6^/kg的CTL019细胞，输注后CTL019细胞均在患儿体内扩增超过1 000倍，并可在骨髓及脑脊液中检测到。输注后1个月内外周血及骨髓CD19阳性细胞均被清除，均获得骨髓形态学CR，MRD低于0.01%，其中1例持续基因水平缓解达9个月。2014年Maude等[@b11]将病例数扩大至30例，其中儿童25例，包括18例allo-HSCT后复发的B-ALL患者，进一步证实了CAR-T细胞治疗的良好疗效。该临床试验结果显示，应用CD19 CAR-T细胞治疗复发及难治性B-ALL的CR率高达90%，在外周血、骨髓及脑脊液中均可发现CTL019细胞的扩增。从长期疗效看，6个月的无事件生存(EFS)率达67%，总生存(OS)率达78%。

上述研究中，在脑脊液中发现了CAR-T细胞显著扩增的事实引导着研究人员探索CAR-T细胞治疗中枢神经系统白血病(CNSL)的可能。Grupp等[@b10]报道2例CNSL患儿经CAR-T治疗后持续6个月无CNSL复发，但因病例数较少，确切的结论仍需进一步的临床研究证实。

尽管诸多临床试验已经证实了CAR-T细胞治疗的安全性及有效性，但经CAR-T细胞治疗后仍可能出现复发。其原因可能包括CAR-T细胞在部分患者体内的持续时间较短，以及肿瘤抗原表达逃逸变异等[@b11]。为了解决CAR-T细胞治疗后复发的问题，研究者们尝试增加共刺激分子的数量以延长CAR-T细胞在体内的持续时间，即第三代CAR-T细胞[@b10]；另一方面，为解决抗原变异的问题，科学家们也提出一些设想，如同时输注针对≥2种特异性抗原的CAR-T细胞，设计同时表达≥2种CAR结构的引物，或在单个CAR结构上同时包含≥2个抗原结合区域等[@b4],[@b12]。

本例患儿经CAR-T细胞治疗后骨髓MRD得到有效清除，但其效应持续时间仅2个月左右，故每隔2个月反复输注CAR-T细胞，使该患儿的无病生存期达到10个月。但是最后两次输注CAR-T细胞却未达到清除MRD的效应，复发时流式细胞术检测患儿体内肿瘤细胞仍表达CD19。推测该例患儿复发的原因，一方面与个别患者CAR-T细胞的效应持续时间短有关，或是患者已产生排斥CAR的反应，另一方面，复发时肿瘤仍然表达CD19抗原，也可能是该例ALL患儿具有非CD19阳性的ALL干细胞存在而无法完全清除恶性细胞，或者CD19分子可能发生了结构变异，不易被CD19单抗所识别，从而逃避了CAR-T细胞的免疫攻击。其具体原因仍需进一步研究。

从已开展的临床试验结果中，CAR-T细胞技术展现了很好的疗效，具有广阔的应用前景。但仍需扩大临床试验数据以进一步验证其长期的安全性及有效性，并探索针对其他肿瘤相关抗原的CAR-T细胞治疗手段。在临床实践中，可将CAR-T细胞治疗应用于复发后患儿清除MRD，为行HSCT治疗赢得时机。但是目前CAR-T细胞治疗的效应难以持久的问题仍待克服，可能受患儿疾病状态、基因类型等多种因素的影响。CAR-T技术目前明确可以作为移植前的缓解工具，提供了化疗以外的另一治疗手段，但是否能够使B-ALL患者获得长期无病生存尚需更多的病例追踪以及对CAR技术进行优化。
